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L' invention se rapporte a un nouveau milieu geiifie de detection de 
5 microorganismes resistants a la meticilline, dans lequel sont presents un 
antibiotique choisi dans le groupe des cephalosporins notamment de secohde ou 
troisieme generation, et un agent chromogene portant un chromophore libera apr&s 
hydrolyse avec une enzyme active chez lesdits microorganismes. 

La detection systematique des^ Staphylococcus aureus resistants k la 
1 0 meticilline (aussi ecrite methicilline) (MRSA) est importante. 

En effet, bien que les MRSA ne semblent pas plus virulents que les MSSA, 
(Staphylocoques dor^s sensibles k la meticilline), leurs infections sont plus difficiles 
et on^reuses k traiter. Ceci est du k ce que la meti-resistance confere la resistance a 

* 

toutes les beta-lactamines et que cette resistance est tr£s souvent associee a des 
1 5 resistances k de nombreux autres antibiotiques antistaphylococciques majeurs (Lyon 

et Skurry, Microbiol Rev. 51 ; 88 - 134) 

Pour cette detection on a parfois utilise des milieux de croissance geloses 

supplement's a la meticilline. Cette methode est maintenant souvent abandonee 

car elle detecte mal certaines souches MRSA, en particulier des souches 
20 het6rog&nes dans lesquelles des populations bacteriennes contiennent une 

proportion tres faible de bacteries franchement resistantes a la meticilline (dans 

lesquelles 1 bacterie sur 10 4 ou 10 8 exprime la resistance). Cette methode donne un 

nombre important de resultats faux negatifs. 

L'utilisation de milieux de croissance geloses suppiementes a Toxacilline est 
25 frequente mais, comme avec la meticilline, certaines souches sont difficiles k 

detecter. 

De plus, pour que ces antibiotiques (meticilline, oxacilline) fonctionnent a 
peu pr£s efficacement comme supplements seiectifs, on est contraint de n'employer 
que certains milieux de ' croissance. En consequence les milieux proposes k 
30 l'utilisateur sont par exemple des derives du Muller Hinton Agar ou du Mannitol 

S alt A . g ar^-Malheureusement-~pouF— l^utilisateup— ees— milieux— sont— souvent— peu— 

discriminants pour Pespece S. aureus ce qui diminue encore la sensibilite et la 
specificite. 
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On a propose des milieux de croissance glioses supplemented a la 
tobramycine ou Tofloxacine, soit dans des bases peu discriminantes (derivees du 
Mannitol salt Agar par exemple), soit dans la base tres discriminante du 
CHROMagar Staph aureus, mais la correlation avec la resistance a la meticilline est 
5 mediocre d'ou un exces de faux positifsetde faux negatifs. 

On utilise aussi la methode de diffusion sur gelose, par exemple la gelose 
Mueller Hinton, qui consiste a deposer des disques de papier irapregnes 
d'antibiotiques sur une gelose ensemencee avec la bacterie a etudier. II s'&ablit dans 
la gelose un gradient de concentration d'antibiotique autour de chaque disque. Apres 
10 incubation, il se produit un halo d'inhibition autour de chaque disque qui permet de 
mesurer un diametre, qui reflate la valeur de la CML 

La pr^sente invention se rapporte k un milieu de culture gelose permettant 
de detecter les microorganismes r6sistants k la meticilline, et en particulier les s: 
staphylocoques, notamment les staphylocoques dores, avec une bonne sensibilite <?t 
15 une bonne specificity. * 
Ainsi, dans le cadre de la presente invention, on utilise les capacites 
discriminantes des milieux chromog&ies, en cpmbinaison avec les proprietSs des v 
antibiotiques de la famille des c^phalosposrines de 2* me ou 3* me generation, qui^ 
permettent de detecter les microorganismes r^sistants a la methcilline. 4 
20 LMnvention se rapporte done k un milieu pour la detection de 

microorganismes r^sistants a la meticilline, comprenant, outre des nutriments 
permettant la croissance desdits microorganismes, au moins un antibiotique choisi 
dans le groupe des cephalosporins de seconde ou troisieme generation, et un agent 
chromogene Hb6rant un chromophore apres hydrolyse avec une enzyme active chez 
25 lesdits microorganismes, 

Les milieux de culture selon rinvention permettent une detection directe des 
microorganismes rdsistants k la meticilline, en raison de leur croissance sur le 
milieu selon rinvention et de la presence de(s) Tagent(s) chromog£ne(s), 
permettant de definir la nature du microorganisme. On n'a done pas besoin d'£tape 
30 supplemental de confirmation de la nature des microorganismes poussant sur le 
milieu selon rinvention. 

Les milieux selon rinvention permettent la detection de bacteries resistantes 
k la meticilline, k partir d'un inoculum strie sur bofte, alors que la majorite des 
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methodes de Part ant£rieur utilisent lin depot d'environ 10 4 a 10 5 bacteries sur la 
gelose. On peul utiliser les milieux selon r invention, directement a partir d'un 
prelevement k partir d'un patient, ou apres une phase d'enrichissement 

Par cephalosporin de seconde ou troisieme generation, on entend designer 
les antibiotiques de la famille des cephalosporines, presentant une formule deriv£e 
de la formule (I) suivante : 

R4 

Rl CONH- 




O T R2 

COOH 

dans laquelle R2 est un groupement H, acetoxy-m£thyle, emthyl^hiotetrazole, 
dimethyl-amino-6thyl-thiotetrazole, triazine, acetamino-pyridine (pyridinium), ou 
pyridinium substitu£ par un groupement carbamoyl, cyclo-pento-pyridinium, 
thiomethyl-acetoxy-thiazole, et Rl est un heterocycle amino-2-thiazole, une a- 
piperazine-dione, un a-sulfo-ph£nyle.. 

En particulier, on entend les composes presentant une formule 

R4 

. 1 CONH- 



H^NT 



CJ 



R3 



T 1 



CUUH 

1 5 dans laquelle R3 est un groupement H ou un groupement a-memoxy-imino. 

Dans un cas particulier, le groupement R4 est un hydrogene. 

Les cephamycines sont des composes dans lesquels le groupement R4 est un 
radical cc-methoxy, protegeant le noyau |3-lactame de Phydrolyse par les |3- 
lactamases. 

OMe 

Rl CONH- 




R2 



20 



COOH 
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Les oxacephems sont des composes dans lesquels Patome soufre du noyau 
cephem est remplace par un atome d'oxyg£ne, et sont consid£res comme derives de 
la formule (I) presentee plus haut. 

R4 

Rl CONH— — 

sp- 
COOH 

5 En general, pour ces composes, le groupement R4 est un a-m&hoxy. 

Une definition des c£phalosporines ainsi envisages peut etre trouvte dans 
Binger (Nfecanisme d 1 Action des Beta-lactanjines, ( de la structure bactdrierine a la 
structure de ia molecule ), 1986 Roussel (Paris) <§diteur, chapitre III pages 47-62, et 
chapitre IV pages 63-68), et dans l'ouvrage de Richmond (Beta-Iactam antibiotics 

1 0 (the background to their use as therapeutic agents ), Hoechst Aktiengesellschaft, D.~ 
6230 Frankfurt (Main) 80 editeur, 1981, chapitre 3 pages 55-65). 

A titre accessoire, on peut noter que les cephalosporins de seconde 
generation pr&entent un meilleur effet que les cephalosporins de premiere 
1 5 generation contre les bacteries Gram negatives et r6sisient mieux a la degradation 
par les p-lactamases, les cephalosporins de troisieme gyration presentant un 
spectre d' effet encore plus large vis-a-vis des bacteries Gram negatives. 

Parmi les cephalosporins de seconde et troisieme generation, on peut citer : 
loracarbef, cefaclor, cefuroxime, cefprozii, cefoxitin (cefoxitan), cefamandole, 
20 cefotian, cefotetan, cefmetazole, cefocinide, ceforanide, cefpodoxime, cefixime, 
cefotaxime, ceftizoxime, ceftriaxone, ceftazidime, cefmenoxime, cefodizime, 
cefoperazpne, cefepime, cefpirome, cefsulfonide, cefetamete, ceftibutene, 
moxalactam, latamoxef, notamment sous forme de sels (sodiques). L'homme du 
metier peut obtenir des listes de tels composes, notamment sur Internet au site 
25 wwv.biam2.org ou www.fpnotebook.com. 

Dans un mode de realisation prefer, ledit antibiotique est le cefamandole. 
Dans un autre mode de realisation, ledit antibiotique est choisi dans le 
groupe des cephamicines (cefoxitine, cefotetan, cefmetazole, cefbup£razone, 
cefminox) et des oxacephems (moxalactam ou latamoxef). 
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Dans un mode de realisation prefere, ledit antibiotique est la cefoxitine. 

Dans un mode de realisation prefere, ledit antibiotique est le cefrnetazole. . 

Dans un mode de realisation prefere, ledit antibiotique est le moxalactam. 

Dans un mode de realisation prefere, ledit antibiotique est le cefotetan. 
5 Dans un mode de realisation prefere, lesdits microorganismes sont des 

staphylocoques, et on utilise pr^ferentiellement un agent cjiromogene choisi dans le 
groupe constitue du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et du 5-bromo 4-chloro 
3-indoxyl glucoside,ainsi que decrit dans la demande WO 00/53799. 

Les milieux de culture de& aureus sont connus et decrits notamment dans 
10 le manuel "Oxofd Unipath Limited", Wade Road, Basingstoke, Hampshire, RG24 
OPW, Angleterre. II peut s'agir, par exemple de "Nutrient Agar Oxoid CM3", 
milieu essentiellement a base d ! extraits de levure, de peptone et d'agar. 

Dans un mode de realisation prefere, ledit milieu de culture contient a la fois 
du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 
15 glucoside. 

Dans un mode de realisation particulier, le milieu de culture selon 
Pinvention comporte, en outre, au moins Tun des deux agents chromogenes 
suivants : 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl galactoside et 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 
glucuronide. 

20 Dans un mode de realisation particulier, ledit milieu contient en outre de la 

deferoxamine. La deferoxamine permet en effet d'inhiber Staphylococcus epidermis 
sans inhiber Staphylococcus aureus? la concentration mise en oeuvre sera de 
preference comprise entre 0,01 et 0,10 g/L 

Dans un mode de realisation, le milieu selon Pinvention contient egalement 

25 un antibiotique glycopeptide choisi dans le groupe constitue de la vancomycine, la 
teicoplanine et Pavoparcine et leurs melanges, afin de detecter les microorganismes 
resistants a la fois k la meticilline et a la vancomycine. On peut utiliser environ de 
5 mg/1 a 50 mg/1 de ces antibiotiques, plus particulterement de 5 mg/1 a 30 mg/1, de 
10 mg/1 a 30 mg/I, environ 25 mg/1. 

30 Dans le cadre de la presente invention, les inventeurs ont montre qu'il n'est 

p as ner . pssaire d^ ayoi^iuie^orte^afge^sffioti^^ 

contrairement aux milieux de detection de staphylocoques dores resistants a la 
meticilline, utilisant Poxacilline comme antibiotique, dans lesquels on ajoute du 
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chlorate de sodium, le milieu de culture de l'invention est egalement fonctionnel 
avec une concentration de sodium inf&rieure a 3 % 9 et egale a environ 2-2,5 %, Les 
conditions df incubation peuvent etre adaptees en fonction de la quantite de chlorure 
de sodium dans le milieu (duree d'incubation, temperature plus ou moins elevee. ..)• 
La concentration en antibiotique dans le milieu selon ^invention est de 
preference comprise entre 0,5 et 50 mg/1, de preference 1,5 et 30 mg/1, en particulier 
1,5 et 15 mg/L Quelques essais de routine permettent a rhomme du metier de 
Pajuster en fonction de la CMI (concentration minimale d'inhibition, concentration 
minimale pour laquelle aucune croissance des microorganismes n' est detectee) des 
microorganismes consider^ pour Pantibiotique considere. 

Les milieux selon la presente invention contiendront, de preference, 
d§*0,01 a 0,50 g/1, notamment de 0,05 a 0,40 g/1 de 5-bromo 6-chloro 3,-indoxyl 
phosphate, de preference de 0,01 a 0,20 g/1 de 5-bromo 4-chloro 3-iiidoxyl 
glucoside, de preference de 0,01 k 0,20 g/1 de 5-bromo 4-chloro 3 -indoxyl 
galactoside, de preference de 0,01 a 0,20 g/1 de 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 
glucuronide. 

L'invention se rapporte egalement a Putilisation d'un milieu selon 
T invention pour la detection de microorganismes resistants a la meticilline. 

L'invention se rapporte egalement a un procede de detection de 
microorganismes resistants a la meticilline dans un echantillon, comprenant les 

etapes consistant k : 

inoculer un milieu selon l'invention avec ledit echantillon ou un 

inoculum issu dudit echantillon, 

incuber ledit milieu dans des conditions permettant la croissance 
desdits microorganismes, 

detecter, sur ledit milieu, la presence desdits microorganismes 
resistants a la meticilline, par la presence de colonies colorees. 

Les conditions d'incubation sont connues de i'homme du metier, et on 
utilise generaiement une incubation a des temperatures comprises entre 25°C et 
42°C, de preference entre 30°C et 38°C. 

Les durees d'incubation sont classiques (environ 24 heures). 

Selon le microorganisme considere, on peut utiliser une duree d'incubation 
plus courte ou plus longue, travailler dans des conditions aerobies ou anaerobies... 
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Le milieu selon Pinvention pennet notamment de d£tecter ais£ment les 
staphylocoques rdsistants a la methycilline, en r£duisant le temps d'analyse* La 
combinaison des antibiotiques choisis dans le cadre de Pinvention et des agents 
chromogenes permet en effet de reduire le nombre de faux positifs et de faux 
5 n6gatifs, et de diminuer ainsi le besoih de realiser des analyses complementaires. 

EXEMPLES 
Exemple 1 

Composition d'un milieu seion Tinvention pour la detection de S. aureus r£sistants 
10 A la m&icilline : 

Peptone et extrait de levure 40 g/1 • P 

+ NaCl 25 g/1 - 

. 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate 0,10 g/1 
5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside 0, 05 g/1 
1 5 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl galactoside 0, 05 g/1 

5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide 0, 05 g/1 
Deferoxamine 0,050 g/1 
Agar 15 g/1 

On ajoute, dans ce milieu, de Poxaciiline (6 mg/ml) ou de la cefoxitine (5 mg/1), 
20 apres autoclavage, avant que le milieu ne soit solide (lorsqu'il est a une temperature 
. d'environ 45 °C). 

Ce milieu contient du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et du 5-bromo 
4-chloro 3-indoxyl glucoside, permettant la detection specifique des staphylocoques 
dor£s (coloration mauve des colonies), ainsi que du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 
25 galactoside et du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide, pour colorer les autres 
microorganismes pouvant etre presents dans Pinoculum* 

Exemple 2 

Etude de la croissance de souches de S. aureus resistantes k la m6ticilline sur le 
30 milieu CHROMagar Staph aureus (disponible par la societe CHROMagar, 4, Place 
do-i&-JuinJ-94Q, 7500 6 P ari s-ft-aaeefr-s 

AR4295 MetiS : souche sensible k la meticilline 

AR4297 MetiR : souche resistante a la m£ticilline (homogene) 
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MRhet : souche resistante a la meticilline (heterogene) 

Z252 : souche resistante a la meticilline, homogene, faible niveau de resistance 





AR4295 
MetiS 


AR4297 
MetiR 


MRhet 


Z252 


CHROMagar Staph aureus 


+ 


+ 




+ 


CHROMagar Staph aureus 
+ oxacilline 6 mg/ml 




.+/-* 






CHROMagar Staph aureus 
+ Cefoxitine 5 mg/1 




+ 


+ • 


+ 



+ = croissance de colonies ; - = pas de croissance ; * = microcolonies 
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On inocule les boites de Petri avec des cultures bact£riennes en striant les boites, 
pour observer la croissance de bact&ies isotees, apres incubation a 37°C pendant 24 
heures. 

Les bacteries qui croissent donnent des colonies mauves sur le milieu de culture, 
1 0 confirmant que les microorganismes sont des staphylocoques dor6s. 

Ainsi, le milieu selon Tinvention permet de detecter directement les staphylocoques 
dor6s r&istants k la m&icilline, y compris les souches h6t6rog£nes ou k faible 
niveau de resistance, du fait de la combinaison de la croissance des bacteries et de la 
1 5 coloration des colonies. 
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Revendications 

1. Milieu pour la detection de microorganismes r6sistants a la meticilline, 
comprenant, outre des nutriments permettant la croissance desdits 
microorganismes, un antibiotique choisi dans le groupe des cephalosporins 
de seconde ou de troisieme generation, et un agent chromog&ne lib£rant un 
chromophore apres hydrolyse avec une enzyme active chez lesdits 
microorganismes. 

2. Milieu selon la revendication 1, caracterise en ce que lesdits 
microorganismes sont des staphylocoques, en particulier des staphylocoques 
dor6s. 

3. Milieu selon la revendication 2, dans lequel ledit agent chromog&ne est 
choisi dans le groupe constitue du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et 
du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside. 

4. Milieu de culture selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que 
ledit antibiotique est le cefamandole. 

5. Milieu de culture selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que 
ledit antibiotique est choisi dans le groupe des cephamicines et des 
oxacephems. 

6. Milieu selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit antibiotique est 
choisi dans le groupe constitue de la cefoxitine, le cefmetazole, le 
moxalactam, et le cefotetan. 

7. Milieu selon Pune des revendications 2 a 6, caracterise en ce qu'il contient 
du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 
glucoside. 

8. Milieu selon Tune des revendications 1 £ 7, caracterise en ce qu'il comporte, 
en outre, au moins Tun des deux agents chromog&nes suivants : 5-bromo 4- 
chloro 3-indoxyl galactoside et 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide. 

9. Milieu selon Tune des revendications 2 £ 8, caracterise en ce qu'il contient, 
en outre, un antibiotique choisi dans le groupe constitue de la vancomycine, 

laaeicoplanine,4Iawpaw^ine^ 

10. Milieu selon Tune des revendications 2 a 9, caracterise en ce que la 
concentration en chlorure de sodium est inferieure k 3 %. 



11. Milieu selon Tune des revendications i a 10,' caracterise en ce que la 
concentration en antibiotique est comprise entre 0,5 et 50 mg/1. 

12. Milieu selon Tune des revendications 1 a 11, caracterise en ce que la 
concentration d'un agent chromogene est comprise entre 0,01 et 0,5 g/1. 

13. Utilisation d'un milieu selon l'une des revendications 1 a 12 pour la 
detection de microorganismes resistants a la meticilline. 

14. Precede de d6tection de microorganismes resistants a la meticilline dans un 
echantillon, comprenant les etapes consistant a : 

- inoculer un milieu selon l'une des revendications 1 a 12 
avec ledit echantillon ou un inoculum issu dudit 
echantillon, 

- incuber ledit milieu dans des conditions permettant la 
croissance desdits microorganismes, 

- detecter, sur ledit milieu, la presence . . desdits 
microorganismes resistants a la meticilline, par la presence 

de colonies colorees. 
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